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摘要 : 海藻 糖 酶 是 海藻 糖 代 谢 过 程 中 的 一 个 关键 酶 , 在 昆虫 发 育 和 能 量 调节 中 具有 重要 作用 , 为 进一步 探讨 海藻 
糖 酶 基因 的 功能 ， 本 文 分 析 了 飞 蝗 Locusta migratoria 一 可 溶 型 海藻 糖 酶 基因 的 氨基 酸 序 列 并 对 其 mRNA 表达 特性 
进行 了 研究 。 结 果 表 明 : 该 海藻 糖 酶 (TRE，GenBank 登录 号 : FJ795020 ) 不 含有 跨 膜 结构 。 系 统 进化 树 分 析 结 
显示 , 该 酶 与 大 豆 蚜 Aphis glycines, Wü tz WT Acyrthosiphon pisum, 15 KA Nilaparvata lugens MIK KE Laodelphax 
striatella 可 溶 型 海藻 糖 酶 具有 较 近 的 亲缘 关系 ,因此 我 们 将 该 酶 的 基因 命名 为 Pm7Tre-1。 对 该 基因 在 不 同 组 织 和 
发 育 时 期 表达 量 的 灾 光 定量 PCR 分 析 表 明 : LmTre-l 在 卵 发 育 前 期 、 中 期 的 表达 量 都 很 低 ， 卵 发 育 后 期 表达 量 显 
著 提高 ; LmTre-l 在 5 龄 和 若虫 和 成 虫 被 检测 的 组 织 部 位 中 均 有 表达 ，, 在 体 壁 中 的 表达 量 最 高 , 其 次 是 在 脂肪 体 、 肌 
Ej. ^UE CBS UE HB S Av XS BE; Pr77e-l 在 体 壁 中 的 表达 量 较 高 ， 随 着 生长 发 育 其 表达 量 逐 渐 降 低 ; 
LmTre-1l 在 成 虫 发 育 期 体 壁 中 稳定 高 表达 。Zm7Tre-l 的 mRNA 表达 特性 与 儿 丁 质 合 成 酶 1 基因 非常 相似 , 据 此 推 
测 该 基因 可 能 与 体 壁 几 丁 质 的 合成 相关 。 本 研究 为 深入 探讨 该 基因 的 生理 功能 提供 了 重要 的 基础 数据 , 并 为 以 海 
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Sequence characterization and mRNA expression profiling of a soluble 


trehalase gene in Locusta migratoria ( Orthoptera: Acrididae) 

LIU Xiao-Jian, ZHANG Huan-Huan, LI Da-Qi, CUI Miao, MA En-Bo', ZHANG ]Jian-Zhen" 
( Research Institute of Applied Biology, Shanxi University, Taiyuan 030006, China) 

Abstract. Trehalase is a key enzyme in trehalose metabolism. and plays important roles in the 
development and regulation of energy in insects. In order to further investigate the function of trehalase, 
we analyzed the molecular characteristics and mRNA expression pattern of a soluble trehalase ( TRE, 
GenBank accession no. FJ795020) gene from Locusta migratoria. No transmembrane region was 
predicted for TRE of L. migratoria. Phylogenetic analysis showed that TRE of L. migratoria was first 
clustered with soluble trehalases of Aphis glycines, Acyrthosiphon pisum, Nilaparvata lugens and 
Laodelphax striatella , and its gene was so designated as LmTre-1. qPCR was used to analyze the mRNA 
expression pattern of LmTre-l in different tissues and developmental stages in L. migratoria. The 
expression of LmTre-1 was low in early and middle stage eggs but greatly increased in late stage eggs. 
Tissue-specific expression results showed that LmTre-1 was expressed in all the major tissues, with high 
expression level in integument and lower expression level in fat body, muscles, trachea, testis and 
ovaries in the 5th instar nymphs and adults. LmTre-l was also highly expressed after molting and the 
expression level gradually declined during the 5th instar nymphal development. LmTre-1 was constantly 
expressed at a high level in the integument of adults. This expression pattern is very similar with that of 
chitin synthase 1 gene, and it is so inferred that LmTre-1 is associated with chitin synthesis in the cuticle. 
The study sheds new light on a better understanding of the functional characteristics of this gene and may 
pave a way for pesticide screening based on trehalase. 
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海藻 粮 是 由 2 个 葡 葡 糖分 子 通过 半 缩 醛 拳 基 结 
合 而 成 的 一 种 非 还 原 性 双 糖 ， 由 于 不 存在 游离 的 半 
缩 羟基 , 因此 其 结构 相当 稳定 。 人 研究 发 现 海 藻 糖 广 
沁 存 在 于 细菌 、 真 菌 、 昆 忠 、 其 他 无 脊椎 动物 以 及 
植物 中 , 但 哺乳 动物 不 售 有 内 源 性 的 海藻 糖 ( Muller 
et al., 1995; Wingler, 2002 ) 。 昆 虫 取 食 后 血液 中 的 
和 葡萄糖 浓度 会 短暂 升 高 ,随即 在 脂肪 体 中 被 合成 为 
海藻 糖 ,然后 扩散 到 血 淋 巴 中 , 作为 昆虫 血 淋 巴 的 
主要 糖 类 海 营 糖 占 到 了 整个 血 淋 巴 中 糖 类 含量 的 
80% ~90% , 血 淋 巴 中 海藻 糖 合 量 的 变化 对 于 昆虫 
调控 碳水 化 合 物 的 摄取 以 及 体内 营养 的 动态 平衡 具 
有 重要 作用 (于 彩虹 等 , 2008) 。 

海藻 糖 在 不 同 生物 体内 具有 不 同 的 分 解 代谢 途 
径 。 目 前 的 研究 表明 昆虫 体内 只 有 一 种 代谢 途径 ， 
即 由 海藻 糖 酶 将 1 分 子 海藻 糖水 解 为 2 4T T 78] 8 
粮 ， 从 而 为 各 组 织带 官 提供 能 量 ( Argiielles et al., 
2000; Elbein et al., 2003) 。 早 期 的 研究 主要 集中 在 
分 离 纯 化 昆虫 体内 的 海藻 糖 酶 ,并且 对 它们 的 酶 学 
特性 进行 了 研究。 结果 表明 昆虫 中 存在 两 种 类 型 的 
海棠 糖 酶 , 一 种 为 可 溶 型 (Tre-1) , 为 一 种 为 膜 结合 
型 (Tre-2), 这 两 种 类 型 的 酶 动力 学 性 质 有 很 大 的 
区 别 ( Becker et al., 1996) 。 海 沪 糖 酶 由 海藻 糖 酶 基 
因 (trehalase) 编码 ， 直到 1992 ^E, 第 一 个 可 溶 型 的 
海藻 糖 酶 基因 才 首 先 在 黄粉 虫 Terebrio molitor 中 被 
克隆 (Takiguchi et al., 1992), 2005 年 在 家 看 
Bombyx mori 中 获得 第 1 个 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 基因 
( Mitsumasu et al.,2005) 。 此 外 , 在 其 他 昆虫 如 西方 
蜜蜂 Apis mellifera, rÆ Omphisa fuscidentalis 和 
SHEET, Spodoptera exigua 等 中 也 发 现 有 两 种 海藻 
TEES DA] ( Lee et al., 2007 ; Tatun et al., 2008 ; Chen 
et al., 2010) 。 

由 于 哺乳 动物 体内 没有 内 源 性 海藻 糖 的 存在 ， 
与 昆虫 体内 二 糖 的 合成 及 代谢 途径 存在 较 大 的 差 
异 , 因此 海江 糖 酶 作为 开发 选择 性 农药 的 裔 标 近 年 
来 越 来 越 受 到 重视 。 已 有 的 研究 表明 海藻 糖 不 仅 可 
为 机 体 供 给 能 量 , 还 可 作为 生物 大 分 子 合 成 的 底 物 
从 而 参与 许多 生理 过 程 , ORMA EPIT E 
合成 (Candy et al., 1962) . MÆ l'E( Kandror et al., 
2002). JL T Ji -E ETE TE T EGLIR BJ e Rz. ARM 
中 肠 的 围 食 膜 中 。 昆 虫 几 了 丁 质 的 合成 是 一 个 高 度 复 
杂 的 生化 过 程 , 由 一 系列 酶 催化 完成 , 合成 过 程 的 
第 一 步 就 是 由 海藻 糖 酶 将 海藻 糖 催 化 分 解 为 葡萄 糖 
( Merzendorfer and Zimoch, 2003) 。 但 海 攻 糖 酶 基因 
在 几 丁 质 合 成 中 的 表达 特性 及 确切 功能 还 知之 其 


少 。Chen $$ (2010) 利用 RNAi 技术 首次 阐明 了 2 
A EBORE ESAE DL TE RH SEC S. exigua 几 丁 质 合成 
中 的 功能 ，Tre-l 3: ES Ue] Eb, rh Sz PL T RB 
成 , 而 Tre-2 则 主要 影响 中 肠 围 食 膜 几 丁 质 合成 。 

KI Locusta migratoria 有 远 距 离 迁 发 的 习性 ， 
是 造成 蝗灾 的 主要 类 群 ( 陈 永 林 , 2000) ,然而 ， 目 
前 尚未 在 飞 旦 中 开展 海藻 糖 酶 基因 的 分 子 特性 及 功 
能 人 研究。 本 人 研究 以 飞 蝗 为 材料 , 利用 相关 软件 分 析 
了 一 可 溶 型 海藻 糖 酶 基因 的 序列 特征 , RIF SEHE SE 
光 定 量 PCR 分 析 了 该 基因 在 飞 星 不 同 组织 部 位 和 
各 发 育 时 期 的 mRNA 表达 特性 , 为 进一步 探讨 该 基 
在 能 量 代 谢 方 面 的 生理 作用 及 其 在 几 丁 质 合成 过 
程 中 的 功能 特性 提供 了 重要 的 基础 数据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 BtiX FE H 

KE L. migratoria BW E] 38] 1676; 9| 2 R Z5 7H 
公司 , ACLARAR ETIBRIG, 温度 30 € 27C ,相对 湿 
JE 4096 x 1096 , 光 周 期 14L: 10D, 338€ [s] — Hh] [E] BER 
1L B E PEE "REP ER, 给 以 新 鲜 小 麦 幼苗 饲 喂 。 
1.2. 主要 试剂 与 仪器 

RNAiso™” Plus, DNAase I (RNase Free), Taq 
DNA ZZ BS, 购买 目 TaKaRa 7x H] ; M-MLV Reverse 
Transcriptase, T-easy 载体 ,购买 自 Promega 公司 ; 
SYBR® Green Realtime PCR Master Mix， 购 买 自 
TOYOBO 公司 。 

PTC-200 PCR [Y (MJ Research) ; 3K15 型 离心 
BL (Sigma) ; 凝 胶 成 像 系 统 ( Bio-Rad); Applied 
Biosystems 7300 Real-Time PCR System ( Applied 
Biosystems ) ; HEX ( Molecular Devices, Menlo 
Park, CA, USA), 
1.3 “ 飞 蝗 海藻 糖 酶 序列 分 析 及 进化 树 的 构建 

根据 GenBank 上 登录 的 海藻 糖 酶 基因 Trehalase 
24 dà: I JF yj (GenBank 登录 号 ， ACP28173 ) 用 
ExPASy 网 站 上 的 相关 软件 计算 等 电 点 及 分 子 量 ， 
SignalP 和 TMHMM 分 析 该 海江 糖 酶 是 否 具 有 信号 
肽 及 跨 腊 区。 根据 NCBI 已 登录 昆虫 海藻 糖 酶 基因 
的 氨基 酸 序列 ,同时 以 柯 氏 柠檬 酸 杆 菌 Citrobacter 
koseri, Kpt a Escherichia coli, BU 53E Y, P] E ESI 
Salmonella typhimurium, 钢 绿 假 单 胞 菌 Pseudomonas 
aeruginosa 155 BER BS 7g P ZH. (x 1) 进行 系 统 进化 树 
4] T, 利用 ClustalW 进行 序列 比 对 ，MEGAS 构建 
系统 进化 树 。 采 用 NJ 法 进行 聚 类 分 析 ， 每 个 分 文 
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进行 1 000 次 健壮 性 验证 , 数值 代表 bootstrap fà 


表 1 


55 卷 
算 值 。 


用 于 构建 海藻 糖 酶 系统 进化 树 的 物种 及 海棠 糖 酶 基因 的 GenBank 登录 号 


Table 1 Species and GenBank accession numbers of trahalase genes used in the phylogenetic tree construction 


物种 

Species 
埃及 颁 蚊 Aedes aegypti 
云南 小 蜜蜂 Apis florea 
Ax Aphis glycines 
西方 蜜蜂 Apis mellifera 
Wü jf Acyrthosiphon pisum 
RERE Bombus impatiens 
zø Bombyx mori 
能 蜂王 Bombus terrestris 
PEEB Culex quinquefasciatus 
Hg Rug Drosophila melanogaster 
HIEREN Danaus plexippus 
WRI Drosophila simulans 
EPESI Harpegnathos saltator 
IK KT Laodelphax striatella 
Kil! Locusta migratoria 
B ta yt Megachile rotundata 
t KA Nilaparvata lugens 
亚洲 玉米 凤 Ostrinia furnacalis 
瘤 姬 蜂 Pimpla hypochondriaca 
草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 
甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua 
斜纹 夜 峨 Spodoptera litura 
黄粉 虫 Tenebrio molitor 
IMAK Tribolium castaneum 
柯 氏 柠檬 酸 杆菌 Citrobacter koseri 
大 肠 杆菌 Escherichia coli 
鼠 伤 宕 沙门 氏 菌 Salmonella typhimurium 
制 绿 假 单 胞 菌 Pseudomonas aeruginosa 


1.4 飞 蝗 海 洁 糖 酶 基因 表达 引物 的 设计 


基因 名 称 


Gene name 
AaTre-2 
AfTre-2 
AgTre-1l 
AmTre-1, AmTre-2 
ApTre-1 
BiTre-l, BiTre-2 
BmTre-l , BmTre-2 
BtTre-1, BtTre-2 
CqTre-2 
DmTre-2 
DpTre-1, DpTre-2 
DsTre-2 
HsTre-l, HsTre-2 
LsTre-1, LsTre-2 
LmTre-1 
MrTre-1 
NiTre-1 , NiTre-2 
OfTre-1 , OfTre2 
PhTre-1 
SfTre-1, SfTre-2 
SeTre-1, SeTre-2 
SlTre-1, SlTre-2 
TmTre-1 
TcTre-l, TcTre-2 
CkTre 
EcTre 
StTre 
PaTre 


根据 海藻 糖 酶 基因 核 车 酸 序列 ， 用 Primer 3.0 


软件 设计 特异 

ACTGGGACACCTACTGGATCTTG-3 ' ; 

GTTGCGAGCGCTCTACGTAGT-3', 

公司 合成 。 

1.5 飞 蝗 卵 期 cDNA 模板 的 制备 
将 成 虫 所 产 卵 按 发 育 日 龄 进 和 


性 的 表达 引物 ， 上 游 引物 : 5- 
Für. 5 
引物 由 上 海天 骏 


了 收集 以 研究 该 海 


汇 糖 酶 基因 在 飞 曙 卵 期 的 mRNA 表达 。 每 个 发 育 
时 期 取 3 个 生物 学 重复 , 每 个 生物 学 重复 包含 至 少 


10 枚 卵 。 按 照 RNAiso Plus 说 明 书 进行 总 


RNA 的 


GenBank 登录 与 


GenBank accession no. 
XM. 0016602431 
XP. 003696950 
AFJO0065 
XM. 3939631, NM. 0011126711 
XP. 001950264 
XP 003491166, XP 003490073 
D862121, NM. 0010434451 
XP. 003400853 , XP. 003393687 
XP. 001847934 
DQ8640601 
EHJ77355 , EHJ67296 
DQ8640751 
EFN81352, EFN85130 
AFL03409 , AF103410 
ACP28173 
XP. 003705482 
ACN85420, ACN85421 
EF4267241, EF4267231 
A]4599581 
DQ4471881, EU8724351 
EU4273111, EU1060801 
ADA63846 , ADA63845 
D11338 
XM. 9688261, XM. 9675171 
YP. 001452785 
ZP. 06653159 
ZP 09722139 
NP 251106 


提取 , DNAase I( RNase Free) 处 理 所 提 总 RNA, 1% 
的 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 所 提 RNA 的 质量 , 酶 标 仪 
上 进行 RNA 的 定量 , 然后 取 1.5 ug 的 总 RNA 用 
M-MLV Reverse Transcriptase 合成 第 一 链 cDNA, LJ 


上 操作 均 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 
1.6 ^"€58 5 龄 若虫 期 不 同 组 织 部 位 和 不 同 发 育 时 
期 EDNA 模板 的 制备 

选择 进入 5 龄 第 2 日 的 飞 蝗 和 蔡 虫 进行 组 织 部 位 
的 解剖 , 包括 体 壁 、 前 肠 、 MA iu. HE. 
氏 管 、 脂 肪 体 、 肌 肉 及 气管 , 同时 按 日 龄 解剖 5 龄 
期 飞 几 若虫 的 体 壁 。 每 个 组 织 部 位 及 发 育 时 期 取 3 
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个 生物 学 重复 , 每 个 生物 学 重复 包含 至 少 10 AA 
Ho cDNA 模板 的 制备 方法 同 1.5。 
1.7 飞 蝗 成 虫 期 不 同 组 织 部 位 和 不 同 发 育 时 期 
cDNA 模板 的 制备 

选择 进入 成 虫 期 第 2 -3 日 的 飞 星 进 行 组织 音 
位 的 解剖 , 包括 体 壁 、 前 肠 、 中 上 肠 、 JM. BER, 
ORE. ME MA SAE ERMIR, 同时 按 
日 龄 解 训 飞 蝗 成 虫 期 的 体 壁 。 每 个 组 织 部 位 及 发 育 
时 期 取 3 个 生物 学 重复 , 每 个 生物 学 重复 包含 至 少 
10 KAR, cDNA 模板 的 制备 方法 同 1.5。 
1.8 HRES PCR 分 析 飞 蝗 各 组 织 部 位 及 发 
育 时 期 海藻 糖 酶 基因 的 表达 

以 B-actin 作为 内 参 基 因 , 其 引物 序列 如 下 : 上 
洲 引 物 : 5'-CGAAGCACAGTCAAAGAGAGGTA-3'; 
下 游 引物 . 5'-"GCTTCAGTCAAGAGAACAGGATG-3, 
以 上 述 样 品 的 cDNA 为 模板 在 7300 Real-Time PCR 
System 上 进行 进行 qPCR。 反 应 体系 : 10 uL 
SYBR? Green Realtime PCR Master Mix; 0.4 pmol/L 
上 有 游 /下游 引物 ; 2 uL cDNA (10 x); 6.4 uL 
ddHO。 反 应 程序 : 95C 预 变性 30 s, 95C 5 s, 
60C 31 s, 40 个 循环 。 之 后 生成 熔 解 曲线 ， 以 确定 
扩 增 条 带 的 特异 性 。 所 有 样品 进行 3 个 生物 学 重 
复 , 2 个 技术 重复 。 
1.9 数据 处 理 与 分 析 

采用 2 ”的 方法 分 析 海 藻 糖 酶 基因 mRNA 的 


相对 表达 量 , 并 计算 标准 差 。 分 别 将 不 同 组 织 部 位 
及 发 育 时 期 中 最 低 表 达 的 数值 视 为 1， HEARS 
位 或 发 育 时 期 样品 的 表达 量 以 相对 于 最 低 表达 量 的 
倍数 进行 分 析 。 试 验 结果 以 平均 值 + 标准 差 表 示 。 
采用 SPSS 中 的 LSD 进行 差异 显著 性 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 飞 蝗 可 溶 型 海藻 糖 酶 基因 序列 分 析 及 进化 树 
的 构建 

对 GenBank 上 登录 的 飞 蝗 海藻 糖 酶 (TRE ) 所 
基 酸 序列 ( GenBank 登录 号 : FJ795020) 分 析 可 知 : 
该 酶 含有 海藻 糖 酶 的 标签 序列 PGGRFrEyYyWDtY 
和 qWDyPNaWpP 及 一 个 甘氨酸 富 集 区 GGGGEY 
(图 1)。 用 ExPASy 网 站 上 的 相关 软件 分 析 其 序列 
特征 。 该 酶 的 分 子 量 ( Mw) 和 等 电 扣 (pl) 分 别 为 
65 514.75 Da 和 6. 23。SignalP 分 析 表 明 飞 蝗 TRE 
基因 编码 的 蛋 日 没有 信号 肽 ，TMHMM 软件 分 析 表 
明 该 基因 不 含有 览 膜 结构 。 

BLAST 分 析 表 明 ,， 其 氨基 酸 序列 与 人 体 辟 
Pediculus humanus corporis 可 溶 型 海藻 糖 酶 一 致 度 最 
高 (52%); 与 大 豆 蚜 Aphis glycines ( AgTre-1, 
5196), Wh X3 "jj Acyrthosiphon pisum ( ApTre-l ， 
5196) , 1& KA Nilaparvata lugens ( NITre-1 , 47% ) 等 
HIYA 20 78: DECRE BS: B0] Fr 2 — SUPE UL BE e ; 5 RE EE 


AAAAATGTGGTCTTCTGCGGTACGGCCTGACACAACTATGTCGICCAAGTAGTTTGAACAACAAGGCACCCGAGCTGTAAGCTGTTCCAAACATCTTTGAAGAA 
ATGCTGACGTGGATGCAAAGCCAAATTTACTGCCAGGGAAGCTTGCTGGACACAGTTCAGAAGAGCAAGATTTACAGTGACGACAAAACGTTTGTGGACATGAAACAGAAAAAATCGTCC 











M L T W M Q S Q I Y CQ G S LL D TV Q K S K I Y SD VK T F VD MK OQ KKS S 40 
CAAGAAATCCTTICCGATTTCCAAACCCTGATGGACTCCACGAACGGCTCCCCGTCACAGGAACAAATAAGGAACTTCGTTTCTGAACATTTCGAAGAAGGCAAAGAACTGGTGGAATGG 
Q E I L SD FQ T L MD S T N G SP S Q E Q I RNE V S E HE E E G K E L V E W 80 
GACCCTCCCGACTGGCAGAAGAGTCCCCCGAGGCTGAACAGCATCAGGGACCCCGACCTGAGGAGCTGGGCGCACTATTTGAATGACATGTGGAAAGAGCTGGCGCGCAGAGTIGTCAGAC 
D P P D W Ọ KS P P R L N S I R D P D L R S W A H Y L N D MW K E L AR RV SD 120 
GACGTGAAGGAGAACCCTGACAGGTACTCGCTGATAGCTGTGCCGAATCCGTTCATAATACCCGGGGGGCGCTTCCGCGAGTATTACTACTGGGACACCTACTGGATCTTGGAAGGCATT 
D V K EN PD R Y SL IA V PN PF I I EMEN W I L E G I 160 
CTGATCTGCGACATGAAGGACACGGCCAGGGGCATCATCGACAACTTCGCTCACCTGGTGGAAGAACTGGGCCTCATTCCGAACGGGGGTCGCGTCTACTACGTAGAGCGCTCGCAACCG 
L I C D M K D T A RG I I D N E A H L VEE LG L I P N G GR V Y Y V E RS © P 200 


CCCATGTTCGTGCCCATGATTCACTCGTACACGACTTACGTGAAGCCACACGAAGCGCACTCCATAATCAAGCAGCACATAGACACCATGGACAAGGAGTTCTCCTTCTGGATGAACAAC 


P MF V P M I H S X T T Y V K P H E A H S 


I I K QH I D T M D K E F S F W M NN 240 


AGGACTGTAGTCGTTGAGAAAAACGGGAAGAGCTACACGTTCTGTCGCTACTACGCACCGTCGTCTGGACCCCGACCCGAGTCTTATACAGATGATATTGAGACTGCAGAGTACGCACCG 
R T V V V E KN G K S Y T F C R Y Y A.P S S G P R P E S Y T D D I E T I E Y A P 280 
ACAGAGGAGGCGCGTGAAAATATATTCTACCAAATAAAATCAGGAGCGGAATCTGGATGGGACTTCTCTGGGCGATGGTTCATTAAGGATGGAAAAAATACTGGAAATTTATCTAACATA 


T E E AR E N I F Y Q 








I K S G A E S G WD F S G RW F IK D G K N T GN L S N I 320 











CAAACACAGTACATAATCCCAGTTGATCTGAATGCATTTGTTTATTGGAATGCTAAGATTCTGTGCCGCTTCCACTCTATGCTCCACAATCAGAAGAAAGCTCAGTACTATTGTACCAAA 
Q T Q Y I I P V D L N A F V YW NA KI L C R EHS M L H N Q K K A Q X X C T KK 360 
GCCAATGAGTGGITGGACGCTGTGACAGAAGTGTTGTGGCATGATGATGTAGGCATGTGGCTGGATTATGACATTTTAAACAATGTGAGGAGAGAGTACTTTTACCCATCTAATGTTGCT 
AN E W L D A V T E V L W H DD V G M W L D Y D I LN NV R R E Y F Y P S N V A 400 
CCTCITTGGACAGGATGTTATAAGAAGGAACGAATTTCTATCGACAAAATATTGGCATATCTCAAAGAGAACAAAATTGACCGTTATCCTGGTGGGATTCCAACGICTCTTGATTTTACT 
P L W T G C Y.K KERIS I D K I L A Y L K EN K ID RY P GG IP T S L D F T 440 
GGAGAACGGTGGGACTATCCAAACGCATGGCCTCCACTCCAGGGCATAATGATACAAGGACTGCAGCAAACAGAACATCCAAGAGCTATGAAGTATGCGCACGACCTTGCAACTACATGG 
G E R WD Y PN A WP PL KG I M I QO GL QQ T E H P R A M K Y A H D LA T T W 480 


ATTCAATCGAATTACAAGTCCTACAAGACAGATGGATTTATGTATGAAAAGTATGATGCTTCTGCCCCTGGGAGGAAAGGAGGTGGTGGAGAGTATGAGGTTCAGACTGGCTTTGGATGG 
I Ọ S N Y KS Y K T D GME YE K Y D A S A PG R K|G G GG E Y|E V Q T G EGH 520 
ACAAATGGTGTCGCCCTCCAGCTGCTCATGAGCTATGGGGAAACCCTGCAGGCAACACCCACTGCAAGCAACCAGACATCTCGCAGATCTGCCAAGAGCCGGAAACAACGACGTCGAAGA 


T N G V A L Q L L MS Y G ETL 


QA T PT A S N 


Q T S R R S A K S R K Q RRR R 560 


ATATAGATTTCAGCTGACCGACTCTGCTTATTAAATACTGTGTGATTTATTTGTATTTGACTAACCCTGAATTTCTCACTTCCAAGAGAGAAAAAGAGTTGTACTTGTTATAACT 


R * 
AATA AAAACCTCTTGAAAGTAAACTGTAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAAA 


561 


图 1 KERS TRE) EDIBUECH Bg 5t T3 AEREA] 


Fig. 1 


Nucleotide and deduced amino acid sequences of a trehalase ( TRE) gene from Locusta migratoria 





其 中 终止 密码 子 用 星 号 标记 ; 加 尾 信 号 序列 (AATAAA) 以 下 划 线 标记 ; 海棠 糖 酶 的 标签 序列 用 灰色 阴影 标记 ; 甘氨酸 富 集 区 用 方 框 标记 。 
The stop codon (TAA) is indicated with asterisk. The putative polyadenylation signal ( AATAAA) is underlined. The signature sequences of trehalases 


are in black with grey background. The glycine-rich region is boxed. 
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Bombus terrestri BtIre-2 (5196 ) , Z& E18. Coptotermes 
formosanus CfTre-2 (5196 ) , BÉ Bombus impatiens 
BiTre-2(5196 ) , 小 蜜蜂 Apis florae AfTre-2 (51906 ) 等 
全 变态 昆虫 的 膜 结合 型 海棠 糖 酶 序列 一 致 性 亦 达 到 
5096 以 上 。 

根据 已 知 昆 忠 和 部 分 菌 种 海藻 糖 酶 氨基 酸 全 长 
序列 构建 的 系统 进化 树 ( 图 2) 显 示 , 飞 蝗 海藻 糖 酶 
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ECKE. WIA 褐飞虱 、 灰 飞 恒 可 溶 型 海藻 糖 
酶 展示 了 较 近 的 杀 缘 关系 ， 上述 昆 虫 均 属 于 不 完全 
变态 昆 忠 , 而 与 全 变态 昆虫 可 溶 型 海藻 糖 酶 相距 较 
远 , 提示 不 完全 变态 昆虫 可 能 存在 多 种 可 溶 型 海江 
HS, 因此 我 们 将 GenBank 上 登录 的 飞 蝗 海藻 糖 酶 
(TRE) (GenBank 登录 号 : FJ795020 ) 的 基因 命名 为 


Lm]Tre-1 。 
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根据 已 知 昆虫 和 部 分 菌 种 海 营 糖 酶 氨基 酸 序列 构建 的 系统 发 育 树 


Fig. 2 Phylogenetic analysis of the amino acid sequences of known trehalases from insects and some bacterial strains 
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2.2 飞 蝗 卵 期 可 溶 型 海棠 糖 酶 基因 表达 分 析 

qPCR 结果 显示 , Lm7re-1 在 卵 发 育 前 期 、 中 期 
表达 量 都 很 低 ， 当 卵 发 育 至 第 12 天 时 表达 量 显 车 
提高 ， 卵 发 育 的 最 后 一 天 ( 即 第 14 AO) eA EEG s 
大 值 (图 3) 。 
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100 


相对 表达 量 
Relative expression level 





产 卵 后 天 数 Days after egg laying 
图 3 qPCR 分 析 可 深 型 海藻 粮 酶 基因 (LmTre-1) 
在 飞 蝗 卵 期 的 表达 
Fig. 3 qPCR analysis of the expression of LmTre-1 in 


eggs of Locusta migratoria 
图 中 数值 为 平均 值 + 标准 差 , 柱 形 图 上 不 同 的 字母 代表 基因 表达 差 
异 显 车 (P<0.05, Fish R LSD 检验 ) ; 下 图 同 。Each value represents 


mean + SD, and different letters above bars indicate significant difference 


(P «0.05, Fish' s LSD test). The same for the following figures. 


2.3 飞 蝗 5 龄 若虫 期 可 溶 型 海藻 糖 酶 基因 的 表达 
分 析 

利用 qPCR 对 LmTre-1 E KIE 5 for a BS fu] 
组 织 部 位 的 表达 进行 了 分 析 。 结 果 显 示 : LmTre-d 
在 体 壁 中 表达 量 最 高 ,其 次 是 在 脂肪 体 、 肌 肉 和 气 
管 中 , 在 前 肠 、 中 上 肠 、 后 肠 、 胃 育 寺 及 马 氏 管 中 的 
表达 量 最 低 ( 图 4)。 

由 不 同 组 织 部 位 的 结果 可 知 : LmTre-1 在 体 壁 中 
高 表达 , 因此 我 们 以 体 壁 cDNA 为 模板 进行 qPCR, 
研究 该 基因 在 飞 蝗 5 龄 期 符 虫 体 壁 发 育 过 程 中 的 表 
达 变 化 。 结 果 显 示 : KEN J a 1-3 d 内 LmTre-1 
的 表达 量 较 高 ,之 后 其 表达 量 逐 渐 降低 (图 5)。 
2.4 飞 蝗 成 虫 期 可 溶 型 海藻 糖 酶 基因 的 表达 分 析 

利用 qPCR 对 LmTre-1 在 飞 蝗 成 虫 期 不 同 组 织 
部 位 的 表达 进行 了 分 析 。 结 果 显 示 : LmTre-l 在 体 
壁 中 表达 量 最 高 ， 其 次 是 在 脂肪 体 、 肌 肉 、 气 管 、 
精 巢 和 卵巢 中 , EB. "PEE. EM. TH BIER 
氏 管 中 的 表达 量 最 低 ( 图 6)。 

同样 , 按 日 龄 制备 成 虫 期 体 辟 cDNA 模板 , 对 
LmTre-l 在 成 虫 期 体 壁 中 的 表达 进行 了 qPCR, 结果 
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IN FG MG HG GC MT FB MU TR 
组 织 Tissues 
图 4 qPCR 分 析 LmTre-1l Æ KIR 5 HARE 
不 同 组 织 部 位 的 表达 
Fig. 4 qPCR analysis of LmTre-1 expression in different 
tissues of the 5th instar nymphs of Locusta migratoria 
IN: 体 壁 Integument; FG; 前 肠 Foregut; MG; 中 肠 Midgut; HG : 后 肠 
Hindgut; GC; B ĦÆ Gastric caeca; MT; 马 氏 管 Malpighian tubules; 
FB: 脂肪 体 Fat body; MU: 肌肉 Muscles; TR: 气管 Trachea. 


相对 表达 量 
Relative expression level 





Hiit Day old 
图 5 qPCR 分 析 LmTre-1 Æ KIS 5 BAR 
各 发 育 时 期 体 壁 中 的 表达 
Fig. 9 qPCR analysis of LmTre-1 expression in 


the integument during the development of the 


5th instar nymphs of Locusta migratoria 


显示 : LmTre-l 在 成 虫 期 体 壁 中 稳定 表达 , DE 
车 差异 (图 7)。 


3 讨论 


海藻 糖 是 昆虫 的 主要 血糖 , 海藻 糖 酶 是 昆虫 中 
唯一 能 够 水 解 海藻 糖 的 酶 ， 由 海藻 糖 酶 基因 编码 。 
海藻 糖 酶 的 系统 进化 树 分 析 表 明 : 飞 星 这 一 海藻 糖 
酶 与 不 完全 变态 昆虫 可 浴 型 海藻 糖 酶 聚 为 一 文 ， 虽 
与 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 展示 了 更 近 的 杂 缘 关系 (图 2) , 
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相对 表达 量 


Relative expression level 





IN FG MG HG GC MT FB MU TR TE OV 
2H 2H Tissues 
图 6 qPCR 分 析 LmTre-1 在 飞 蝗 成 虫 不 同 组 织 部 位 的 表达 
Fig. 6 qPCR analysis of LmTre-1 expression in different 

tissues of Locusta migratoria adults 
IN: 体 壁 Integument; FG; 前 肠 Foregut; MG; 中 肠 Midgut; HG : 后 肠 
Hindgut; GC; B BÆ Gastric caeca; MT; 马 氏 管 Malpighian tubules; 
FB: 脂肪 体 Fat body; MU: 肌肉 Muscles; TR; 气管 Trachea; TE: 精 
AH Testis; OV; HH Ovary. 


相对 表达 量 
Relative expression level 





日 龄 Day-old 
图 7 qPCR 分 析 Lm7re-1 在 不 同日 龄 飞 蝗 成 虫 体 壁 中 的 表达 


Fig. 7 qPCR analysis of LmTre-1 expression in the integument 


of different day-old adults of Locusta migratoria 


但 从 重 日 质 的 性 质 来 看 应 属于 可 洲 型 重 日 ， 因 此 我 
们 将 该 基因 命名 为 Lm7Tre-1。 我 们 对 已 经 组 装 的 飞 
蝗 转录 组 数据 库 ( 数 据 未 公布 ) 进行 比 对 和 分 析 , 发 
现 飞 晶 除 本 文 研 究 的 海 敬 糖 外 , 还 具有 典型 的 腊 结 
合 型 和 另 一 可 溶 型 海棠 糖 酶 ， 随 着 更 多 昆虫 尤其 是 
不 完全 变态 昆虫 海藻 糖 酶 基因 的 鉴定 将 最 终 揭示 不 
完全 变态 昆虫 海藻 糖 酶 基因 的 数量 并 给 以 系统 的 分 
类 命名 。 

目前 关于 卯 期 几 丁 质 合 成 的 研究 还 很 少 。 
Moreira 等 (2007 ) 利用 HPLC 和 ESI-MS 分 析 埃 及 伊 
IC Aedes aegypti 卵 抽 提 物 的 成 分 时 发 现 大量 几 丁 质 
合成 前 体 物 质 (N- 乙 酰 氨基 葡萄 糖 ) 的 存在 , 推测 卵 


发 育 过 程 中 伴随 有 几 丁 质 的 合成 。Zhang 等 (2012 ) 
A SIX] EG NV. T Et Anopheles gambiae 几 丁 质 合 成 酶 
( 几 丁 质 合 成 通路 上 的 最 后 一 个 酶 ) 在 卵 期 有 很 高 
的 表达 。 本 文 首 次 报道 Lmlre-l 在 卵 发 育 时 期 的 
mRNA 表达 特性 , 结果 表明 LmTre-l 在 卵 前 期 和 中 
期 表达 量 非 稼 低 ， 后 期 (12 -14 d) E E 
高 。Erezyilmaz 等 (2004 ) EWA TEA d Bb, b RE 
Acheta domesticus W RA IRA 3 类 体 壁 的 形成 (El 
cuticle, pronymphal cuticle, nymphal cuticle), TE d 
后 几 天 (13 -16 d) 形 成 的 是 1 龄 奋 虫 的 体 壁 。 飞 星 
同属 不 完全 变态 昆虫 , 并 且 卵 发 育 时 间 非 党 相似 
(14 d ÆA), 因此 我 们 推测 该 基因 在 卵 发 育 后 期 的 
ARKAIA KE 1 龄 右 虫 几 丁 质 合 成 提供 储备 。 
基因 在 生物 体内 的 表达 规律 与 其 功能 密切 相 
关 。 前 人 的 研究 结果 表明 : 可 溶 型 海 滞 糖 酶 主要 存 
在 于 昆 忠 的 消化 道 和 血 淋 巴 中 ; 膜 结 合 型 海棠 糖 酶 
主要 存在 于 飞行 肌肉 组 织 、 卵 和 偶 和 脑 等 组 织 中 
( Becker et al., 1996) 。 那 么 飞 蝗 这 一 可 溶 型 海藻 糖 
酶 基因 组 织 表 达 特 性 如 何 ? qPCR 结果 显示 : 
LmTre-l 在 5 龄 期 飞 星 奋 虫 和 成 虫 所 有 被 检测 组 织 
部 位 中 均 有 表达 , 并 呈现 相似 的 表达 规律 ,在 体 壁 
中 表达 量 最 高 ,其 次 是 在 脂肪 体 、 肌 肉 和 气管 中 ， 
在 成 虫 精 巢 和 卵巢 中 也 有 较 高 表达 ， 显 示 了 LmTre- 
1 与 已 报道 可 洲 型 (Te-1) 和 膜 结合 型 (7re-2 ) 海藻 
糖 酶 基因 不 同 的 表达 特性 。Lm7re-1 高 表达 的 这 些 
组 织 均 是 能 量 代谢 活跃 的 组 织 , 其 中 体 壁 是 昆虫 几 
丁 质 存在 的 重要 部 位 ，Lm7Tre-1 在 体 壁 中 高 表达 暗 
示 该 海藻 糖 基因 可 能 参与 飞 曙 几 丁 质 的 合成 。 
之 后 , 我 们 着 重 研 究 了 LmTrel F KIRAR R 
育 过 程 中 的 表达 变化 , 以 阐明 该 基因 在 几 丁 质 合成 
中 的 mRNA 表达 特性 。 结 果 表 明 : 5 O3] KEA IR 
WJ 1 -3 d 内 LmTre-1 的 表达 量 较 高 , 之 后 其 表 
达 量 逐渐 降低 。 这 与 赤 拟 谷 盗 T，castaneum、 亚 洲 
EXI O. furnacalis fW VW L. migratoria 中 几 丁 质 
合成 酶 1 基因 的 变化 规律 非常 相似 (Arakane et al., 
2004; Zhang et al., 2010; Qu and Yang, 2012) , fij 
用 RNAi 技术 , 本 实验 室 已 经 证 实 飞 蝗 几 丁 质 合成 
He E; p KERKE, JLT NDA ESI 基因 的 沉默 
SES Kd DS Bi Sz N E TTE PE T ( Zhang et al., 2010) 。 
此 我 们 推测 LmTre-1 在 硅 忠 期 体 壁 中 表达 可 能 与 
赔 皮 密切 相关 。 进 一 步 利 用 RNAi 技术 将 会 闸 明 该 
基因 在 儿 丁 质 合 成 中 的 生物 学 功能 。Lm7Tre-1 在 成 
虫 体 壁 发 育 过 程 中 稳定 表达 , 在 这 一 时 期 ， 飞 蝗 不 
FIT, 因此 LmTre-1 的 表达 可 能 更 多 的 是 参 
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与 了 能 量 代谢 。 
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